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(§}) Verfahren zur Isolierung von Inhibitoren des Rhinovirus-Rezeptors 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse der 
Bindung von Rhinoviren der "kleinen Rhinovirus-Rezeptor- 
gruppe" an den LDl-Rezeptor. Insbesondere umfaSt sie eine 
Methode zur Isolierung von Substanzen, die sowoht diese 
Bindung als auch die Bindung physiologischer Liganden an 
den LDl-Rezeptor mhibieren und ein Verfahren zur Analyse 
des LDL-Metabolismus durch markiertes Rhinovirusmaterial. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Bindung humaner Rhinovi- 
ren an den LDL-Rezeptor und insbesondere ein Verfah- 
ren zur Isolierung von Substanzen, die die Bindung von 5 
Rhinoviren oder anderen Liganden des LDL-Rezeptors 
inhibieren. 

Humane Rhinoviren reprasentieren eine groBe Gat- 
tung innerhalb der Familie der Picornaviren und schlie- 
Qen etwa 115 verschiedene Serotypen ein (Melnick, J.L. 10 
(1980) Prog. Med. Virol. 26, 214-232). Diese RNA-Vi- 
ren befallen den Respirationstrakt des Menschen und 
verursachen akute Infektionen, die zu Erkaltungskrank- 
heiten ftihren. 

Die humanen Rhinoviren konnen in zwei Gruppen 15 
unterteilt werden, wenn als Kriterium der Zuordnung 
die Kompetition um Bindungsstellen an der Oberflache 
humaner Zellkultur-Zellen, wie z. B. HeLa-Zellen, her- 
angezogen wird. Diese Experimente zeigen, daB — bis 
auf eine einzige Ausnahme (Serotyp 87) — zwei vonein- 20 
ander verschiedene Rezeptoren an der Zelloberflache 
existieren. Bisher konnten 91 Serotypen der "groBen 
Rhinovirus-Rezeptorgruppe" und 10 Serotypen der 
"kleinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" zugeordnet wer- 
den (Abraham, G. und Colonno, R.J. (1984) J. Virol. 51, 25 
340-345; Uncapher et al. (1991) Virology 180, 
814 — 817). Der Rezeptor der "groBen Rhinovirus-Re- 
zeptorgruppe" wurde gereinigt und als ICAM-1 identifi- 
ziert, einem zur Immunglobulinsuperfamilie zugehori- 
gen Protein, das als Zelladhasionsmolekiil fungiert (To- 30 
massini, J. E. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 
4907-4911; Staunton, D.E. et al. (1989) Cell 56, 
849-853; Greve, J. M. et al. (1989) Cell 56, 839-847). 
Durch den Nachweis einer spezifischen Bindung des 
gereinigten ICAM-1 an das Virus und durch die Fahig- 35 
keit durch Gentransfer die Rhinovirus- Bindungsaktivi- 
tat auf Zellen zu iibertragen, die vor dem Transfer keine 
entsprechende Aktivitat besaSen, konnte eindeutig 
nachgewiesen werden, daB ICAM-1 der Rezeptor fur 
die Mehrzahl der Rhinoviren ist (Greve et al. (1989) loc. 40 
cit.; Staunton et al. (1989) loc. cit). AuBerdem konnte 
gezeigt werden, daB monoklonale Antikorper gegen 
ICAM-1 die Bindung und Infektion von HeLa-Zellen 
durch Rhinoviren verhindern (Staunton et aL(1989), loc. 
cit.). Weiterhin konnen monoklonale Antikorper, die die 45 
Bindung von ICAM-1 zu Leukozyten via LFA-1 (lymp- 
hocyte function associated antigen- 1") — einem anderen 
naturlichen Liganden des ICAM-1 — inhibieren, auch 
die Rhinovirus-Bindung an den Rezeptor blockieren. 
Die LFA-1 und Rhinovirus- Bindungsstellen mussen also 50 
zumindest benachbart sein. Versuche mit chimaren und 
mutierten ICAM-1 -Molekulen zeigten zusatzlich, daB 
die Bindungsstelle fur die Rhinovirus-ICAM-1 Wechsel- 
wirkung nicht mit der Bindungsstelle ftir LFA-1 zusam- 
menfallt (Staunton, D. E. et al. (1990) Cell 61, 243-254). 55 

Die Rezeptor-Bindungsstelle des menschlichen Rhi- 
novirus Serotyp 14, einem Vertreter der "groBen Rhino- 
virus-Rezeptorgruppe", liegt in einem sogenannten "Ca- 
nyon", einer Vertiefung der Virusoberflache (Rossmann, 
M.G. et al. (1985) Nature 317, 145-153). Dabei sind die M 
Aminosauren, die in diesem "Canyon" liegen, relativ 
stark konserviert, wahrend die Aminosauren in der Urn- 
gebung variabel sind und Bindungsstellen fur neutrali- 
sierend wirkende Antikorper darstellen. Nach dieser 
"Canyon-Hypothese" konnen Viren Mutationen in den 65 
hypervaria blen Antikorper- Bindungsstellen akzeptie- 
ren und so der naturlichen Immunantwort entgehen. 
Auf diese Weise bleibt eine konstante Rezeptor- Bin- 
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dungsstelle erhalten, die fur Antikorper nicht zuganglich 
ist (Rossmann, M.G. und Palmenberg, A.C (1988) Viro- 
logy 164, 373-382). 

Soweit bis heute bekannt, vermittelt der Rezeptor der 
"kleinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" die Aufnahme 
von f twa 10 Serotypen der humanen Rhinoviren in die 
entsprechenden Wirtszellen. Dieser membranstandige 
Rezeptor wurde durch verschiedene Reinigungsschritte 
isoliert, wobei die Bindungsaktivitat in den verschiede- 
nen Fraktionen mittels eines Filterbindungs-Assays 
nachgewiesen wurde (Mischak, H. et al (1988) J. Gen. 
ViroL 69, 2653-2656). Das scheinbare Molekularge- 
wicht des nativen Rezeptors in Gegenwart von ntchtio- 
nischen Detergentien (mittels Gelchromatographie be- 
stimmt) entspricht etwa 450 kD, das der denaturierten 
Form etwa 120 kD, wobei jedoch auch eine Reihe ande- 
rer Formen gefunden wurde (Mischak, H. et al. (1988) 
loc. cit.). AuBerdem stellte sich heraus, daB ein aus dem 
Zellkuhuriiberstand von HeLa-Zellen isoliertes Protein 
die Fahigkeit besitzt, Rhinoviren der "kleinen Rhinovi- 
rus-Rezeptorgruppe" zu binden (Hofer et aL (1992) J. 
gen. Virol. 73, 627-632). 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB das 
aus dem HeLa-Zellkulturtiberstand isolierte Rezeptor- 
protein offensichtlich Teil des humanen LDL (low densi- 
ty lipoprotein)- Rezeptors ist. Dieser unerwartete Be- 
fund erlaubt uberraschenderweise die Etablierung eines 
Verfahrens zur Isolierung von Substanzen. die die Bin- 
dung von Liganden an den LDL-Rezeptor inhibieren. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich demnach auf 
ein Verfahren, das es ermdglicht, den LDL-Rezeptor in 
Gegenwart einer potentiellen Inhibitorsubstanz mit 
markiertem Rhinovirusmaterial aus der "kleinen Rhino- 
virus-Rezeptorgruppe" zu inkubieren und das AusmaB 
der Bindung zu bestimmen. 

Dabei kann das Virusmaterial vollstandige Rhinovi- 
ren, Rhinovirushullen oder Rhinoviruskapsidpeptide 
mit Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor umfassen. 
Zum Beispiel kann es sich dabei um Material handeln, 
das vom humanen Rhinovirus Serotyp 2 (HRV2) abge- 
leitet ist. 

GemaB der vorliegenden Erfindung kommt als einzu- 
setzender LDL-Rezeptor sowohl die aus den Kultur- 
iiberstanden eukaryontischer Zellen isolierbare losliche 
Form als auch die aus Zellmembranen isolierbare Re- 
zeptorform in Frage. 

Die Erfindung bezieht sich auBerdem auf die Verwen- 
dung von Rhinovirusmaterial mit Bindungsaktivitat zum 
LDL-Rezeptor zur Inhibition der Bindung von LDL-Li- 
ganden, wobei das Virusmaterial vollstandige Rhinovi- 
ren, Rhinovirushullen oder Rhinoviruskapsidpeptide 
mit Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor umfassen 
kann. 

Weiterhin umfaBt die vorliegende Erfindung ein Ver- 
fahren zur Bestimmung von LDL- Rezeptoren, wobei 
eine Substanz abgeleitet aus dem Virusmaterial der 
"kleinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" mit Bindungsak- 
tivitat zum LDL-Rezeptor mit einer markierten Sub- 
stanz gekoppelt wird, anschlieBend mit der entspre- 
chenden Probe inkubiert wird und somit das AusmaB 
der Bindung des Virusmaterials detektiert werden kann. 

AuBerdem umfaBt die Erfindung ein Verfahren zur 
selektiven Zufiihrung einer therapeutischen Substanz in 
eine LDL-Rezeptor tragende Zelle. Hier kann Virusma- 
terial der "kleinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe mit Bin- 
dungsaktivitat zum LDL-Rezeptor mit der therapeuti- 
schen Substanz zu einem Konjugat gekoppelt, an den 
LDL-Rezeptor gebunden und so die therapeutische 
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Substanz in die Zelle eingefuhrt werden. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert erlautert. 
Ziel der Erfindung ist ein Verfahren bereitzustellen, das 
es erlaubt, Substanzen zu isolieren, die die Bindung von 
Liganden an den LDL-Rezeptor inhibteren. Dabei dient 
markiertes Rhinovirusmaterial aus der sogenannten 
"kleinen Rhino virus- Rezeptorgruppe" als Vergleichs- 
substanz. 

Der Begriff Ligand umfaBt alle Substanzen, die uber 
den LDL-Rezeptor in die Zelle aufgenommen werden. 
Physiolopische Liganden des LDL-Rezeptors sind zum 
Beispiei LDL (low density lipoprotein)- Partikel, die uber 
eine Rezeptor vermittelte Endocytose in die Zelle auf- 
genommen werden. 

Der Begriff Ligand umfaBt natiirlich auch alle Rhino- 
viren, deren Aufnahme in die Zelle ebenfalls uber den 
LDL-Rezeptor vermittelt wird. 

Zur Durchfiihrung des Verfahrens kann der LDL-Re- 
zeptor in seiner loslichen Form aus dem Kulturuber- 
siand eukarvontischer Zelleh gewonnen werden. 

Der Zellkulturuberstand eukaryontischer Zellen, z. B. 
aus HeUi-Suspensionskulturen, wird dazu auf ein Zehn- 
tel des L'rsprungsvoiumens konzemriert, dialysiert und 
saulenchromatographisch gereinigt. Zur Identifizierung 
des viruibir.dcnden Proteins kann ein Filterbindungs- 
Assay (Mischak et al. (1988), loc. cit.) verwendet werden. 
Die angereichenen Fraktionen konnen durch praparati- 
ve Geielektrophorese unter nichtreduzierenden Bedin- 
gungen (Mischak. et al. (1988), loc. cit.) weiter gereinigt 
werden. Die Virus- bindenden Proteine werden dann aus 
dem Gel mil an sich bekannten Methoden fraktioniert 
und eluiert. Nach nuchmaliger Geielektrophorese unter 
reduzicrenden Bedingungen kann das reine Protein er- 
halten werden. In Besspiel 1 ist die Reinigung des Prote- 
ins ausfiihrlich dargestellt. 

Das reine Protein kann einem typtischen Verdau un- 
terworfeo werden. Die dabei entstehenden Peptide kon- 
nen uber "reversed-phase"-Chromatographie aufge- 
trennt und mit Hilfe eines Gasphasensequenators ami- 
noterminal sequenzicrt werden (Beispiei 2). Dabei stellt 
sich uberraschenderweise heraus, daB die erhaltenen 
Sequenzen mit den entsprechenden Aminosaurese- 
quenzen des humanen LDL-Rezeptors ubereinstimmen 
(Fig. 5 und 6). 

Neben der loslichen, nicht membranstandigen Form 
kommt auch der membranstandige LDL-Rezeptor als 
Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemaBe Verfahren 
in Frage. Dabei kann der LDL-Rezeptor nach verschie- 
denen, bekannten Methoden isoliert werden (z. B. 
Schneider, W. J. et al. (1985), Meth. Enzymol. 109, 
405—417). AuBerdem steht mit Kenntnis der entspre- 
chenden cDNA auch die Moglichkeit zur Verftigung, 
das Protein auf gentechnologischem Wege mit Hilfe 
eines den LDL-Rezeptor produzierenden KJons zu ge- 
winnen (Yamamoto, T. et al. (1984) Cell 39, 27-38 und 
Dichek, D.A. et al. (1991) Somat. Cell. Mol. Genet. 17, 
287-301). 

Der Rezeptor kann in biologisch aktiver Form in L6- 
sung oder gebunden an ein geeignetes Tragermaterial 
eingesetzt werden. Beispielsweise kann der Rezeptor an 
Immobilon (Fa. Millipore) oder Nitrocellulose als Tra- 
germaterial immobilisiert werden. 

Wie in Beispiei 3 beschrieben, kann das Rezeptorpro- 
tein nach Geielektrophorese unter nicht reduzierenden 
Bedingungen auf eine Immobilonmemebran nach be- 
kannten Methoden ubertragen werden. Die so pr&pa- 
rierte Membran kann dann in Gegenwart eines poten- 
tiellen Inhibitors oder einer kompetitiv wirkenden Sub- 



stanz inkubiert werden. Das AusmaB der inhibitorischen 
Wirkung der Substanz kann dadurch festgestellt wer- 
den, daB markiertes Rhinovirusmaterial dem Reaktions- 
ansatz zugegeben wird. 
5 Als Virusmaterial kann jeder Vertreter der "kleinen 
Rhinovirus- Rezeptorgruppe" bzw. davon abgeleitetes 
Hullmaterial oder auch Rhinovirus-ICapsidpeptide mit 
Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor verwendet wer- 
den (Colonno, RJ. et al. (1986) J. Virol. 57, 7-12). Dazu 
io gehoren zum Beispiei die humanen Rhinoviren Serotyp 
IB und 2 (HRV IB, ATCC-Nr. VR-481 und HRVZ 
ATCC-Nr. VR-482). Das entsprechende Hullmaterial 
kann nach aus dem Stand der Technik bekannten Me- 
thoden isoliert werden. Dazu konnen z. B. die Proteine 
15 des Viruskapsids aus dem Virus hergesteilt werden oder 
entsprechende cDNA-Fragmente zur Expression ge- 
bracht werden (Skern et al. (1988)) Nucl. Acids Res. 13, 
2111—2126; Sommergruber et al. (1989) Virology 169 
68-77). 

20 Urn das Virusmaterial gemaB der Erfindung einzuset- 
zen, wird es nach aus dem Stand der Technik bekannten 
Methoden markiert. 

Beispiele fur Markierungsreagenzien sind Radioiso- 
tope, Farbstoffe, Metallchelate, Enzyme und weitere 
25 sich aus dem Stand der Technik ergebende Substanzen. 
Virusmaterial kann radioaktiv markiert werden, z. B. 
mit 35 S, wobei das AusmaB der Bindung dieses markier- 
ten Materials autoradiographisch bestimmt werden 
kann (Mischak et al. (1988) J. gen. Virology 69 
30 2653-2656. 

Es ist auBerdem moglich Virusmaterial mit einer fluo- 
reszierenden Verbindung zu markieren (Reisher et al 
( 1 988), Anal. Biochem. 26 1 78 — 1 79). 

Genauso kann das Virusmaterial beispielsweise mit 
35 einem Hapten versehen werden und die Bindung des so 
markierten Virusmaterials immunologisch detektiert 
werden. 

In Beispiei 3 wird das Verfahren erlautert. Hier wird 
eine LDL-Rezeptorpraparation auf eine Membran 
40 ubertragen und in Gegenwart einer radioaktiv markier- 
ten Viruspraparation inkubiert. Eine Bindung kann au- 
toradiographisch detektiert werden (Fig. 7, Spur A), in 
Gegenwart von Jacalin, einem Liganden des LDL-Re- 
zeptors, wird die Bindung unterdruckt (Fig. 7, Spur B). 

Damit erlaubt die Verwendung von markiertem Rhi- 
novirusmaterial der "kleinen Rhinovirus-Rezeptorgrup- 
pe" uberraschenderweise die Detektion des LDL-Re- 
zeptors. 

GemaB der Erfindung kann der LDL-Rezeptor natur- 
50 Hch auch mit Rhinovirusmaterial inhibiert werden. Die 
Erfindung umfaBt deshalb auch die von den Rhinoviren 
der "kleinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" ableitbaren 
Substanzen, die die Bindung seiner physiologischen Li- 
ganden (wie z. B.den LDL-Partikeln) inhibieren. 
55 Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen, die das oben genannte Virusmaterial 
oder deren pharmazeutisch annehmbare Salze, gegebe- 
nenfalls zusammen mit einem pharmazeutisch annehm- 
baren Trager und/oder Hilfsstoffen, enthalten. Diese 
60 Zusammensetzungen konnen parenteral oder topisch 
verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung des 
Virusmaterials und die entsprechenden pharmazeuti- 
schen Zusammensetzungen fur die prophylaktische und 
65 therapeutische Behandlung des menschlichen und tieri- 
schen Korpers insbesondere bei Krankheitsbildern, die 
ihre Ursache in der schlechten oder nichtvorhandenen 
Regulierbarkeit der LDL-Rezeptorexpression bzw. der 
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entsprechend gestorten Bindung seiner physiologischen 
Liganden haben (Hypercholesterinamie, Ateriosklero- 
se). 

Die Erfindung umfafit weiterhin ein Verfahren zur 
Bestimmung von LDL-Rezeptoren, das fiir die Analyse 
z. B. des Cholesterin-Metabolismus eingesetzt werden 
kann. Hier wird die entsprechende Probe mit dem mar- 
kierten Virusmaterial der "kleinen Rhinovirus-Rezep- 
torgruppe" versetzt und das AusmaB und die Lokalisa- 
tion der Bindung bestimmt. 

Durch die uberraschende Bindung des Virusmateriais 
aus den LDL-Rezeptor ergibt sich auBerdem die Mog- 
lichkeit, Virusmaterial der "kleinen Rhino virus- Rezep- 
torgruppe" mit einer therapeutisch wirksamen Substanz 
zu koppeln und so die therapeutisch wirksame Substanz 
an ihrem Zielort — abhangig von der LDL-Rezeptor- 
konzentration — zuzufuhren. 

Betspiele 

1. Reinigungdes Bindungsproteins fiir die Rhinoviren 
der kleinen Rhinovirusrezeptorgruppe 

200 1 HeLa-Zellkukuruberstand (Fa. Computer Cell 
Culture Center, Mons, Belgien) wurde mittels Ultrafil- 
tration auf 20 1 konzentriert und gegen 250 1 destilliertes 
Wasser (mit 0.02% NaN 3 ) dialysiert. AnschlieBend wur- 
de die Pufferkonzentration auf 20 mM N-Methylpipera- 
zin, pH 4,5, eingestelk, bei 4000 Upm in der Beckman 
J6B Zentrifuge abzentrifugiert, uber ein 0,8 um Vorfilter 
filtriert und das Filtrat auf eine Anionenaustauschersau- 
le (0,5 1 Makroprep 50 Q; Biorad) geladen. Gebundenes 
Material wurde mit 20 mM N-Methylpiperazin, pH 4,5, 
0,5 M NaCl eluiert. Das Eluat wurde mit 1 M Tris-HCl, 
pH 8,0, auf einen pH Wert von 7,2 eingestelk und auf 
eine Lens culinaris Lectin-Saule (100 ml; Pharmacia) ge- 
laden; gebundenes Protein wurde mit 0,5 M a-[D]-Me- 
thylglucose in PBS eluiert, das eluierte Protein bei 50% 
Sattigung mit Ammoniumsulfat, pH 7,2, gefallt, der Nie- 
derschlag mit 50% gesattigter Ammoniumsulfatlosung, 
pH 7,2, gewaschen und in 200 ml PBS aufgenommen. 
Die Proteinlosung wurde auf eine Jacalinagarosesaule 
(40 ml; Vector-Labs) geladen und mk 120 ml 100 mM 
a-[D]-Methyl-Galactopyranosid in PBS eluiert. Das elu- 
ierte Protein wurde mit Ammoniumsulfat wie oben be- 
schrieben gefallt, gewaschen, in 20 mM Methylpipera- 
zin, pH 4,5, aufgenommen und mittels einer PDIO-Saule 
(Pharmacia) entsalzt Das entsalzte Material wurde in 5 
Aliquots zu je 1 ml auf eine Mono Q-Anionenaustau- 
schersaule (HR5/5; Pharmacia) geladen und mit einem 
Gradienten von 0 bis 0,5 M NaCl. 20 mM Methylpipera- 
zin, pH 4,5 eluiert 0,5 ml Fraktionen wurden gesammeh 
und mittels eines Filterbindungs-Assays auf Bindungs- 
aktivitat uberpruft (Mischak et ah. Virology (1988) 163, 
19-25). 

Die aktiven Fraktionen aus alien 5 Chromatogra- 
phien wurden in einem Centricon 30(Amicon) auf 1,5 ml 
eingeengt und mittels praparativer Gelelektrophorese 
unter nicht reduzierenden Bedingungen auf einem 7.5% 
Polyacrylamidgel (Laemmli, U.JC (1970) Nature 227, 
680—685) aufgetrennt. Das Gel wurde mit Kupferchlo- 
rid gefarbt (Lee et al. (1987) Anal BiocherrL 166, 
308—312). die dem aktiven Protein entsprechende 
Bande lokalisiert und ausgeschnitten. Die Gelstucke 
wurden in 0,25 M Tris-HCl, 0,25 M EDTA, pH 9,0, ent- 
farbt und das Protein in 50 mM N-Ethylmorpholinace- 
tat, pH 8,5, elektrophoretisch eluiert Ein Aliquot wurde 
mittels des Filterbindungs-Assays wiederum auf Aktivi- 
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tat uberpruft. Das Protein wurde dann unter reduzie- 
renden Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt, 
eluiert und lyophilisiert 

Beispiel 2 

Tryptischer Verdau und Sequenzanalyse 

Das gereinigte und lyophilisierte Protein wurde in 
30 p.1 6 M Guanidin-HCl, 0,4 M Ammoniumhydrogen- 
carbonat, pH 7,6, aufgenommen und mit 3 ul 45 mM 
Dithiothreitol versetzt und 15min bei 56°C inkubiert. 
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 3 u.1 100 
mM Jodacetamid zugegeben und weitere 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 84 ul Was- 
ser und 80 u,l 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat, pH 
7,6, zugegeben, die Proteinlosung mit 800 ng Trypsin (in 
5 u.1) unter den Bedingungen des Herstellers (Promega) 
versetzt und bei 37°C 18 h inkubiert. Die Losung wurde 
mit 1/10 Volumen an 10% Trifluoressigsaure (TFA) an- 
gesauert, 5 min zentrifugiert und die Peptide auf einer 
C-18 M reversed-phase M -Saule (Baker), die mit einer 
0,06% waBrigen TFA- Losung aquilibriert worden war, 
mit einem Gradienten bis 80% Acetonitril, 20% Wasser, 
0,052% TFA eluiert (Fig. \ \ 

Die Fraktionen 20 und 33 wurden direkt mit Hilfe 
eines Gasphasensequenators sequenziert, wahrend die 
Fraktionen 23 bis 27 sowie Fraktion 29 und 38 unter den 
in den Abbildungen spezifizierten Bedingungen rechro- 
matographiert wurden (C18 "reversed-phase"-Saule, 
Merck; Fig. 2, 3 und 4). Die in den Abbildungen mit "A", 
"D" und M F" bezeichneten Peptide bzw. die Fraktionen 
33 und 20 wurden zur Sequenzierung im Gasphasense- 
quenator ausgewahlt Das Ergebnis ist in Fig. 5 zusam- 
mengefaBt. Die erhakenen Sequenzen wurden mit de- 
nen in der "SwissProt"- Datenbank vorhandenen Pro- 
teinsequenzen verglichen. Der Vergleich ergab eine vol- 
lige Ubereinstimmung mit entsprechenden Peptidse- 
quenzen des humanen LDL-Rezeptors (Fig. 6). Die Se- 
quenzierung der Fraktion 33 lieferte pro Abbauschritt 
zwei Aminosauren. Unter Zugrundelegung der LDL- 
Sequenz und dem Verhaknis der in jedem Abbauschritt 
vorhandenen Aminosauremengen von etwa 40% zu 
60% konnte die Fraktion 33 als Gemisch zweier Peptide 
identifiziert werden. Auch die Sequenzen dieser beiden 
Peptide entsprechen Sequenzen des humanen LDL-Re- 
zeptors. Fig. 5 zeigt die Gesamtsequenz des humanen 
LDL-Rezeptors (Yamamoto et al. (1984) Cell 31, 
27 — 38X wobei die Positionen der identifizierten Peptide 
angegeben sind. 

Beispiel 3 

Inhibition der Bindung von [ 35 S]-markiertem Rhinovirus 
Serotyp 2 (HRV2) an den LDL-Rezeptor 

Zwei Aliquots des bis zur Jacalinagarose-Chromato- 
graphie gereingten Proteins (siehe Beispiel 1, jeweils 
entsprechend einer Ausgangsmenge Zelliiberstands von 
etwa 50 ml) wurden auf ein 7.5% SDS Polyacrylamidgel 
(Laemmli, U.IC 1970, Nature 227, 680-685) unter nicht- 
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und auf eine 
Immobilonmembran (Millipore) elektrophoretisch 
Qbertragen (Mischak et aL 1988, loc. cit^ Hofer et aL 
1992, loc. cit> Eine Spur wurde in Abwesenheit (Fig. 6, 
Spur A) oder in Gegenwart (Spur B) von 0.1 mg/ml 
Jacalin (Vector Labs) mit radioaktiv markiertem Rhino- 
virus (Mischak et aL, 1988, loc cit) inkubiert gewaschen, 
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getrocknet und auf Rontgenfilm exponiert (Hofer et aL 
1992, joe. ciL). Wie in Fig. 6 gezeigt, wird die Bindung 
des Virus an den LDL-Rezeptor unter den angegebenen 
Bedingungen vollstandig inhibiert. 

Legenden zu den Figuren 

Fig. 1 stellt die saulenchromatographische Auftren- 
nung der tryptischen Peptide der aus dem HeLa-Zellu- 
berstand loslichen Form des Rezeptors der Tdeinen 
Rhinovirus-Rezeptorgruppe dar. Die Peptide wurden 
auf einer uBondapak 08,250-4 Saule unter folgenden 
Bedingungen aufgetrennt: 

Puffer A: dest Wasser/0,06% TFA; Puffer B: 80% Ace- 
ton it ri 1/0,052% TFA; FluBrate: 0,5 rnl/min; Gradient: 
2% B bis 37,5% B von 0 bis 60 min, 373% B bis 75% B 
von 60 bis 90 min, 75% B bis 98% B von 90 bis 105 min; 
Temperatur: Raumtemperatur; Detektion: photome- 
trisch bei 214 nm. 0,08 AUFS (Papiervorschub: 0,25 cm/ 
min). 

Fig. 2 Chromatographische Auftrennung der Fraktio- 
nen 23 bis 27 unter folgenden Bedingungen: 
Saule: Merk Superspher 4 urn, C18, 125-H; Puffer A: 
dest. Wasser / 0,1% TFA; Puffer B: Acetonitril/0,1% 
TFA; FluBrate: 1 ml/min, linearer Gradient von 0% B 
auf 70% B in 70 min; Temperatur: 30°C; Detektion: 
photometrisch bei 214 nm, 0,1 AUFS, Papiervorschub 
1 cm/min. 

Fig. 3 Rechromatographie von Fraktion 29. Die expe- 
rimentellen Bedingungen sind in der Legende zu Fig. 2 
aufgefiihrt. 

Fig. 4 Rechromatographie von Fraktion 38. Die expe- 
rimentellen Bedingungen sind in der Legende zu Fig. 2 
aufgefiihrt. 

Fig. 5 Sequenzen der analysierten Peptide (siehe auch 
Fig. 6): 

X « Aminosaure nicht identifizierbar; tiefgestellt = 
Aminosaure nicht eindeutig identifizierbar. 
*: Die Sequenzierung der Fraktion 33 (Abb. 1) ergab 
pro Abbauschritt 2 Aminosauren; die Peptide B und E 
konnten aber aufgrund der unterschiedlichen Mengen 
zugeordnet werden. 

Fig. 6 Sequenz des LDL-Rezeptors (Yamamoto et al. 
(1984) loc. cit.) und Position der Peptide A — F (siehe 
auch Fig. 5) 

Fig. 7 Inhibition der Bindung von [ 35 S]-markiertem 
HRV2 an den an Immobilon gebundenen LDL-Rezep- 
tor durch Jacalin. 

A) Filterbindungstest in Abwesenheit von Jacalin 

B) wie A, aber in Gegenwart von 0,1 mg Jacalin. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung von Substanzen, die die 
Bindung von Liganden an den LDL-Rezeptor inhi- 
bieren, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der LDL-Rezeptor in Gegenwart einer po- 
tentiellen Inhibitorsubstanz mit 

b) markiertem Rhinovirusmaterial der "kleinen 
Rhinovirus-Rezeptorgruppe" inkubiert und 

c) das AusmaB der Bindung bestimmt wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Rhinovirusmaterial Rhinoviren, 
Rhinovirushullmaterial oder Rhinoviruskapsidpep- 
tide mit Bindungsaktivitat LDL-Rezeptor verwen- 
det werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB das Rhinovirusmaterial vom huma- 
nen Rhinovirus Serotyp 2 (HRV2) abgeleitet ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die losliche Form des LDL-Rezeptors 
aus Kulturuberstanden eukaryontischer Zeilen 
oder der aus Membranen eukaryontischer Zeilen 
isolierte LDL-Rezeptor verwendet wird. 

5. Verwendung von Rhinovirusmaterial der "klei- 
nen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" zur Inhibition 
der Bindung physiologischer LDL- Liganden. 

6. Verwendung von Rhinovirusmaterial gemaB An- 
spruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es aus den 
Kapsidproteinen von Rhinoviren der "kleinen Rhi- 
novirus-Rezeptorgruppe" abgeleitet ist. 

7. Verfahren zur Bestimmung von LDL-Rezepto- 
ren, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine Substanz, abgeleitet von VirusmateriaL 
aus der Tdeinen Rhinovirus-Rezeptorgruppe" 
mit Bindungsaktivitat zum LDL-Rezeptor 
markiert wird, 

b) mit der entsprechenden Probe inkubiert und 

c) das AusmaB der Bindung des markierten 
Virusmaterials detektiert wird 

8. Verfahren zur Zufiihrung einer therapeutisch 
wirksamen Substanz in eine LDL-Rezeptor tragen- 
de Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) Virusmaterial der "kleinen Rhinovirus-Re- 
zeptorgruppe" mit Bindungsaktivitat zum 
LDL-Rezeptor mit der therapeutischen Sub- 
stanz zu einem Konjugat gekoppelt wird und 

b) das besagte Konjugat zu dem entsprechen- 
den Zellmaterial gegeben, an den Rezeptor ge- 
bunden und so die therapeutisch wirksame 
Substanz in die Zelle eingefuhrt wird. 
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Fig. 5 

Peptid Sequenz 

A X-Leu-Tyr-Val-Phe-Gln-Gly-Asp-Ser«Ser-Pro-Xcys-X-Ala-Phe-Glu- 
Phe-X.Xc ys -Leu-X-X-X Giu -X Cys -lle-X His -X-X S er-XTrp-XArg 

B X-Val-Gly-Ser-Ile-Ala-Tyr-Leu-Phe-Phe-Thr-Asn-X Arg 
C X-Tyr-Trp-Ser-Asp-Leu-Ser-Gln-Arg 

0 Asp-Ile-Gln-Ala-Pro-X Asp -Gly-Leu-Ala-Val-X AS p-X-Ile-X-Ser-Asn- 
Ile-Tyr-X Trp -X-X Asp -X Ser -Val-Leu-X Gly -X-X 

E * X-Ile-Val-Val-X-Pro-Val-His-Gly-Phe-Met-Tyr-X-Thr-X Asp -X-Gly- 
Thr-Pro-Ala-Lys 

? X-Ala-His-Pro-Phe-Ser-Leu-Ala-Val-Phe-Giy-X-Lys 308 062/282 
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10 20 30 40 50 60 

MGPWGWKLRWTVALLLAAAGTAVGDRCERNEFQCQDGKCISYKWVCDGSAECQDGSDESQ 

70 80 90 100 110 120 

ETCLSVTCKSGDFSCGGRVNRCIPQFWRCDGQVDCDNGSDEQGCPPKTCSQDEFRCHDGK 

130 140 150 160 170 180 

CISRQFVCDSDRDCLDGSDEASCPVLTCGPASFQCNSSTCIPQLWACDNDPDCEDGSDEW 



190 200 210 220 230 240 

PQRCRGLYVFQGDSSPCSAFEFHCLSGECIHSSWRCDGGPDCKDKSDEENCAVATCRPDE 
(A) XLYVFQGDSSPXXAFEFXXLXXXXI 

250 260 270 280 290 300 

FQCSDGNCIHGSRQCDREYDCKDMSDEVGCVNVTLCEGPNKFKCHSGECITLDKVCNMAR 

310 320 330 340 350 360 

DCRDWSDEPIKECGTNECLDNNGGCSHVCNDLKIGYECLCPDGFQLVAQRRCEDIDECQD 

370 380 390 400 410 420 

PDTCSQLCVNLEGGYKCQCEEGFQLDPHTKACKAVGSIAYLFFTNRHEVRKMTLDRSEYT 

( B ) XVGS IAYLFFTN 

430 440 450 460 470 480 

SLIPNLRNWALDTEVASNRIYWSDLSQRMICSTQLDRAHGVSSYDTVISRDIQAPDGLA 

(C) XYWSDLSQR (D) DIQAPXGLA 

490 500 510 520 53 0 540 

\nDWIHSNIYWTDSVLGWSVADTKGVK^ 

VXXIXSNIYXXXXVL (E) XIWXPVHGFMYXTXXGTPA 

308062/282 
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Fig. 6B 



550 560 570 580 590 600 

KIKKGGLNGVDIYSLVTENIQWPNGITLDLLSGRLYWVDSKLHSISSIDVNGGNRKTILE 
K 

610 620 630 640 650 660 

DEKRLAHPFSLAVFEDKVFWTDIIl^AIFSANRLTGSDVl^LAENLLSPEDMVliFHNLTQ 
(F) XAHPFSLAVFEXK 

670 680 690 700 710 720 

PRGVNWCERTTLSNGGCQYLCLPAPQINPHSPKPTCACPDGMLLARDMRSCLTEAEAAVA 



730 740 750 760 770 780 

TQETSTVRLKVSSTAVRTQHTTTRPVPDTSRLPGATPGLTTVEIVTMSHQALGDVAGRGN 



790 800 810 820 830 840 

EKKPSSVRALSIVLPIVLLVFLCLGVFLLWKNWRLKNINSINFDNPVYQKTTEDEVHICH 



850 860 
NQDGYSYPSRQMVSLEDDVA 
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